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 As leveduras encapsuladas Cryptococcus gattii e Cryptococcus neoformans são os 
principais agentes etiológicos da criptococose. Estimativas apontam um milhão de casos anuais 
de infecção por Cryptococcus no mundo, gerando 620 mil mortes anualmente. A infeccão é 
causada principalmente por C. neoformans, atingindo preferencialmente pacientes 
imunocomprometidos. No entanto, também há incidência marcante em pacientes 
imunocompetentes, principalmente pela infecção de C. gattii. Devido à alta toxicidade dos atuais 
tratamentos anfitúngicos ao hospedeiro e ao aumento do número de cepas resistentes, estudos 
que visam gerar inovações na área de imunoterapia para o tratamento da criptococose são de 
grande relevância. As manoproteínas correspondem a aproximadamente 1% da composição da 
cápsula de Cryptococcus e são extremamente imunogênicas. Considerando que estas proteínas 
são capazes de induzir resposta imune mediada por células T, sua utilização no desenvolvimento 
de novas terapias contra a criptococose é promissora. No entanto, ainda não existem relatos da 
caracterização de manoproteínas de C. gattii. Este fato, aliado ao aumento da expressão do gene 
CNBG4278, o qual codifica uma manoproteína, em situações de interação com o hospedeiro, 
sugere que este gene pode ser um interessante alvo de estudo. Sendo assim, este trabalho 
objetivou construir linhagens de superexpressão deste gene para sua caracterização funcional. 
Para tanto, foi realizada a construção de mutantes de superexpressão de CNBG4278 em um 
mutante nulo para este gene. Três linhagens foram selecionadas (cnbg4278∆-PH3CNBG4278  19, 
39 e 62) e submetidas a testes fenotípicos, juntamente com as linhagens mutante cnbg4278∆ e 
complementada cnbg4278∆::CNBG4278. Os resultados demonstraram que CNBG4278 não 
interfere nos mecanismos de termotolerância ou tolerância a estresse osmótico. No entanto, sua 
deleção causou danos que levaram à manifestação de um fenótipo mucoide da colônia, o qual 
não foi revertido em duas linhagens de superexpressão cnbg4278∆-PH3CNBG4278  19 e 62. Os 
danos causados podem estar relacionados a estabilidade da parede celular, já que estas linhagens 
são hipersensíveis a Congo Red (400 mg/mL). Os resultados também demonstraram que as 
linhagens estudadas apresentam um padrão diferenciado de produção de melanina. A síntese de 
cápsula polissacarídica e atividade de fosfolipase não foram alteradas. No ensaio de 
sobrevivência em macrófagos, os transformantes de superexpressão apresentaram níveis de 
sobrevivência similares ao da linhagem selvagem R265. Desta forma, conclui-se que a proteína 
codificada pelo gene CNBG4278 pode estar envolvida na estrutura da parede celular, podendo 
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1.1 Cryptococcus gattii e Cryptococcus neoformans 
 
 A criptococose em humanos é uma doença predominantemente causada pelas leveduras 
basidiomicéticas Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii (Bahn 2014). Estas espécies 
apresentam cerca de 85-90% de similaridade genética. Portanto, ambas diferem em suas 
características moleculares, epidemiológicas, distribuição geográfica e nichos ecológicos 
(Cogliati 2013). Inicialmente, a espécie C. neoformans era classificada em 4 sorotipos (A - D) de 
acordo com as características e diferenças nos antígenos capsulares (Franzot et al. 1999). No 
entanto, com os avanços nas caracterizações moleculares, os sorotipos B e C passaram a ser 
classificados como uma nova espécie, denominada C. gattii (Kwon-Chung & Varma 2006). 
Estima-se que C. neoformans e C. gattii divergiram a cerca de 18,5 e 37 milhões de anos, 
respectivamente, de um ancestral comum (Lin & Heitman 2006). 
 Atualmente, C. gattii é subdividido nos sorotipos B e C. O sorotipo B é composto pelos 
tipos moleculares VGI e VGII, os quais são associados à infecção em indivíduos 
imunocompetentes (Byrnes et al. 2011). Já o sorotipo C, que infecta principalmente pacientes 
imunocomprometidos, consiste nos tipos moleculares VGIII e VGIV (Lin & Heitman 2006). O 
genótipo VGII é dividido nos subgenótipos VGIIa, VGIIb e VGIIc, que variam em seus níveis de 
virulência. VGIIa e VGIIc são considerados hipervirulentos em relação a VGIIb (Byrnes et al. 
2010). Inicialmente, acreditava-se que a distribuição geográfica de  C. gattii estava restrita a 
regiões tropicais (Kwon-Chung & Bennett 1984). Entretanto, em 1999 ocorreu um surto de 
criptococose causada por C. gattii em Vancouver, no Canadá, o qual se espalhou rapidamente 
para outras regiões do noroeste da América do Norte, infectando tanto pessoas imunocompetentes 
quanto animais (MacDougall et al. 2007). Cerca de 97% dos casos de criptococose do surto de 
Vancouver eram do tipo molecular VGII, o qual provavelmente se originou na floresta 
Amazônica e se disseminou para o noroeste da América do Norte (Kidd et al. 2004; Hagen et al. 
2013). Após este acontecimento, admitiu-se que C. gattii também pode se desenvolver em 
regiões temperadas. Atualmente, há um número reduzido de casos de infecção na região do 
Noroeste Pacífico. No entanto, tem sido observado um aumento na variedade de linhagens de C. 
gattii e na incidência em outras regiões, como Europa, leste dos Estados Unidos e China (Harris 




 Diferentemente de C. gattii, C. neoformans apresenta distribuição mundial e está dividido 
nos sorotipos A (C. neoformans var. grubii), D (C. neoformans var. neoformans) e o híbrido AD. 
O sorotipo A é constituído pelos tipos moleculares VNI, VNII e VNB, o sorotipo D pelo tipo 
molecular VNIV e o sorotipo híbrido AD é constituído pelo tipo molecular VNIII (Lin & 
Heitman 2006) (Figura 1).  
 
Figura 1. Especiação de C. neoformans e C. gattii e seus diferentes sorotipos e genótipos. Estima-se 
que C. neoformans e C. gattii tenham divergido há 37 e 18,5 milhões de anos, respectivamente. Existem 
três diferentes sorotipos de C. neoformans: A (genótipos VNI, VNII e VNB), D (genótipo VNIV) e o 
híbrido AD (genótipo VNIII). São conhecidos dois sorotipos de C. gattii: B (genótipos VGI, VGII) e C 




 A criptococose é caracterizada por infecção pulmonar e, eventualmente, disseminação do 
agente etiológico para o sistema nervoso central (SNC), onde pode causar meningite e levar a 
quadros graves da doença. A infecção causada por C. neoformans é responsável por cerca de 95% 
dos casos de criptococose no mundo (Lin 2009). Esta doença acomete principalmente indivíduos 
imunocomprometidos, como pacientes com Síndrome da Imunodeficiência Adquirida 
(SIDA/AIDS), transplantados, pacientes tratados com imunossupressores ou portadores do vírus 




pacientes imunocompetentes, principalmente pela ação de C. gattii (Pappas & Birmingham 
2013).  
Em 2009, estimativas apontavam cerca de 1 milhão de casos de infecção por C. 
neoformans em pacientes com AIDS por ano, levando 62,5% destes indivíduos a óbito (Park et 
al. 2009). No entanto, na 9a Conferência em Cryptococcus e Criptococose (ICCC), a qual ocorreu 
em Amsterdam, Holanda, em 2014, foi anunciada uma estimativa revisada e reduzida do número 
de mortes causadas devido a complicações decorrentes da criptococose (Idnurm and Lin 2015). 
Esta redução deve-se, principalmente, ao desenvolvimento de tratamentos antirretrovirais. 
Entretanto, apesar da existência de tratamentos eficazes, indivíduos com AIDS continuam sendo 
um grupo bastante suscetível ao desenvolvimento da infecção (Bratton et al. 2012). Além disso, 
muitos países têm acesso limitado a estas novas terapias. No continente africano, por exemplo, 
cerca de 30-60% dos casos de meningite são decorrentes de infecção por Cryptococcus sp., sendo 
que as taxas de mortalidade devido a criptococose chegam a 75% (Veltman et al. 2014; Idnurm 
and Lin 2015).  Na América Latina, a meningoencefalite é a forma clínica mais comum da 
criptococose, com cerca de 85% dos casos causados por infecção com C. neoformans (Olivares et 
al. 2009), sendo 80% deles em pacientes portadores de HIV (da Cunha Colombo et al. 2011; 
Sifuentes-Osornio et al. 2012). No Brasil, C. neoformans é o maior causador de micose sistêmica 
em pacientes com AIDS, levando até 51% destes indivíduos a óbito (Prado et al. 2009). No Rio 
Grande do Sul, dados de 2007 a dezembro de 2013 demonstraram que aproximadamente 20% dos 
pacientes notificados com meningite criptocócica foram a óbito devido a complicações da doença 
(Secretaria Estadual da Saúde do Rio Grande do Sul, 2013).  
 A infecção por Cryptococcus sp. se inicia a partir da inalação de esporos ou leveduras 
dessecadas presentes no ambiente (Lin & Heitman 2006; Velagapudi et al. 2009). Árvores de 
eucalipto (Eucalyptus calmadulensis) e madeiras em decomposição são as principais fontes 
ambientais de C. gattii (Ma & May 2009; Hagen & Boekhout 2010), enquanto que C. 
neoformans está geralmente associado ao solo e excretas de aves, principalmente pombos  
(Columba livia)  (Nielsen et al. 2007) (Figura 2). Após a deposição das células fúngicas no 
pulmão, ocorre a interação com os macrófagos alveolares, sendo este o primeiro contato com o 
sistema imune do hospedeiro (Gibson & Johnston 2014). Após a fagocitose das leveduras, elas 
podem ser eliminadas através da apresentação de antígenos às células T, podem entrar em um 
estado de latência ou estabelecer uma infecção pulmonar (McQuiston & Williamson 2012). 
Quando o mecanismo de defesa do hospedeiro encontra-se debilitado, células fagocíticas podem 
se tornar um nicho para a replicação fúngica. Neste caso, ocorre a disseminação por via 
hematogênica, o que pode causar infecção sistêmica no hospedeiro (Liu et al. 2012). Em modelo 




C. neoformans apresenta tropismo acentuado para o SNC (Ngamskulrungroj et al. 2012). De 
acordo com estudos in vitro, esta tendência se deve a maior facilidade de transmigração de 
células de C. neoformans pela barreira hemato-encefálica, através do mecanismo conhecido como 
“Cavalo de Troia”, o qual consiste no transporte mediado por macrófagos (Sorrell et al. 2016). 
Além disso, a transmigração também pode ocorrer por transcitose direta, processo no qual as 
células fúngicas sofrem alterações morfológicas para interagir com as células endoteliais (Chang 
et al. 2004; Liu et al. 2012).  
 
Figura 2.  Ilustração esquemática do processo de infecção por C. gattii (esquerda) e C. neoformans 
(direita). A infecção se inicia pela inalação de esporos ou leveduras dessecadas provenientes de fontes 
ambientais, sendo C. gattii normalmente associado a árvores de eucalipto e C. neoformans à excreta de 
pombos. Após a inalação, as leveduras se depositam no pulmão, havendo tropismo acentuado de C. 
neoformans para o SNC, enquanto C. gattii tende a ficar mais restrito aos pulmões. A condição 
imunológica do hospedeiro mais frequentemente associada à infecção por cada espécies também está 
indicada na figura.  Adaptado de Bielska & May (2016).  
 
1.3 Fatores de virulência 
 
 Ao longo da evolução, as leveduras C. neoformans e C. gattii desenvolveram mecanismos 
que, quando expressos, auxiliam no sucesso da infecção, dependendo também da suscetibilidade 
de seu hospedeiro. Estes mecanismos são conhecidos como fatores de virulência. Tanto C. gattii 
quanto C. neoformans possuem fatores de virulência bem estabelecidos, como a capacidade de 




destes três principais fatores, estudos demonstram que as enzimas urease e fosfolipase também 




 A capacidade de crescimento a 37 °C relaciona-se à capacidade de sobrevivência no 
hospedeiro humano. Portanto, somente fungos capazes de se proliferar à temperatura corporal 
humana provocam infecções. Um dos genes relacionados a este fator é o CNAC1, o qual codifica 
uma proteína calcineurina, a qual é ativada em condições de mudança de temperatura, 
promovendo a desfosforilação de proteínas necessárias para o crescimento à 37 °C (Kraus et al. 
2005). Em geral, mutantes nulos para este gene em C. neoformans e C. gattii são menos 
virulentos (Bielska & May 2016). No entanto, mutantes cnac1Δ de C. gattii do tipo molecular 
VGIIa, provenientes do surto infeccioso que ocorreu em Vancouver em 1999, demonstram 
manter a capacidade de crescimento a 37 °C, reforçando que existem outros mecanismos 
regulando este fator (Chen et al. 2013).  
 
1.3.2 Cápsula polissacarídica 
 
Além da parede celular composta por oligômeros de quitina e quitosana, as leveduras C. 
neoformans e C. gattii também estão envolvidas por uma cápsula polissacarídica altamente 
hidratada e negativamente carregada, composta principalmente pelos polissacarídeos 
glucuronoxilomanana (GXM), galactoxilomanana (GalXM) e por manoproteínas (Coelho et al. 
2014; Bielska & May 2016). A cápsula exerce função imunomodulatória no hospedeiro, sendo 
considerada um fator essencial para a virulência da levedura (Vecchiarelli et al., 2013). A 
estrutura da cápsula é bastante dinâmica, sendo modulada conforme a condição fisiológica em 
que se encontra a levedura. Durante o processo de infecção, por exemplo, a cápsula pode assumir 
um tamanho muitas vezes maior do que o diâmetro do corpo celular (Feldmesser et al. 2001; 
Coelho et al. 2014). Esta estratégia confere vantagens ao fungo no processo de interação 
patógeno-hospedeiro. Acredita-se que a principal função da cápsula é interferir no processo de 
fagocitose, pois há́ ausência da mesma quando as células fúngicas não são opsonizadas por 
anticorpos (Shoham & Levitz 2005). Além disso, a cápsula é capaz de alterar a migração de 
células do sistema imunológico do hospedeiro (Ellerbroek et al. 2004), inibir a produção de 
citocinas pró-inflamatórias (Siegemund & Alber 2008), inativar o sistema do complemento 




al. 2008).  
1.3.3 Produção de melanina 
 
 A produção de melanina é um importante fator de virulência em Cryptocoocus sp. Este 
pigmento é produzido pela enzima lacase e mutantes nulos de C. neoformans para essa enzima 
têm sua virulência atenuada em modelo murino de infecção (Salas et al. 1996). Além disso, as 
células melanizadas são mais resistentes aos efeitos de determinados antifúngicos, como a 
anfotericina B e caspofungina, e a microbicidas oxidantes. Sendo assim, a melanização influencia 
no processo de infecção uma vez que o pigmento reduz a resposta imunológica do hospedeiro e a 




 A enzima urease é responsável pela hidrólise da ureia, gerando amônia e CO2, o que 
facilita a captação de nitrogênio pela levedura. A urease Ure1 é um importante fator de virulência 
de Cryptococcus (Sabiiti & May 2012). Apesar de esta enzima não ser necessária para o 
crescimento da levedura no cérebro, estudos demonstraram que ela está relacionada com a 
disseminação de Cryptococcus para o SNC, já que sua atividade aumenta o sequestro do fungo 
nos microcapilares sanguíneos durante a disseminação hematogênica (Olszewski et al. 2004). 
Este sequestro aumenta a aderência e toxicidade da levedura em células do endotélio cerebral, 
conforme observado por Charlier et al. (2005). Além disso, Cox et al. (2000) demonstraram que 
mutantes nulos ure1Δ não foram capazes de causar meningoencefalite em modelo murino de 
infecção, apenas infecções pulmonares. Em nosso grupo de pesquisa foram construídos mutantes 
nulos de C. gattii para URE1, gene codificador de urease, e para os genes que codificam as 
proteínas auxiliares Ure4 e Ure6, essenciais para a ativação de apoureases. Os resultados 
demostraram os mutantes nulos ure1Δ, ure4Δ e ure6Δ apresentaram menor capacidade de 
crescimento no interior de macrófagos. Em camundongos infectados com os mutantes ure1Δ e 
ure4Δ observou-se uma redução na carga fúngica no pulmão e sangue e uma sobrevivência 
prolongada dos animais (Feder et al. 2015). 
1.3.5 Fosfolipase 
 
 As fosfolipases são um grupo heterogênio de enzimas capazes de hidrolisar uma ou mais 




com qual ligação éster que é hidrolisada. A atividade das fosfolipases pode resultar na 
desestabilização de membranas, lise celular e liberação de sinais que auxiliam na infecção 
pulmonar e disseminação da levedura (Ghannoum 2000). Acredita-se que as fosfolipases B e C 
são as mais relacionadas à virulência de fungos (Djordjevic 2010). A fosfolipase B é capaz de 
clivar dipalmitoilfosfatidilcolina, importante surfactante pulmonar, aumentando a aderência 
fúngica a células do epitélio pulmonar (Ganendren et al. 2006). Um estudo utilizando mutantes 
de fosfolipase B em C. neoformans demonstrou que a inativação do gene PLB1 provocou menor 
taxa de replicação no interior de macrófagos e redução na virulência do fungo in vivo em dois 
modelos diferentes de infecção animal (Cox et al. 2001). A função da enzima fosfolipase C em C. 
neoformans também já foi investigada. Em um estudo realizado por Chayakulkeeree et al. (2008) 
foi observado que mutantes nulos para o gene PLC1 foram incapazes de produzir os três 
principais fatores de virulência: cápsula e melanina e de crescimento a 37 °C. 
 
1.4 Resposta imune do hospedeiro 
 
 É crucial que o sistema imunológico induza respostas que sejam capazes de erradicar ou 
controlar a infecção por Cryptococcus sp. antes que o fungo possa se disseminar no organismo do 
hospedeiro. A primeira linha de defesa contra a infecção são as células pulmonares do sistema 
imune inato, o que inclui macrófagos fagocitários, células dendríticas, neutrófilos e células 
epiteliais. Entretanto, o  desenvolvimento de uma resposta imune adaptativa, mediada por células 
T, é essencial para o controle efetivo da infecção tanto em modelos clínicos quanto experimentais 
(Gibson & Johnston 2015). Este tipo de resposta se inicia nos órgãos linfoides secundários, 
havendo o reconhecimento do complexo peptídeo-MHC exposto nas células apresentadoras de 
antígenos (APCs) por células T virgens, pois os linfócitos T não são capazes de reconhecer 
antígenos na forma nativa. Após a ativação das células T, por reconhecimento tanto de MHC do 
tipo I ou II, as mesmas se proliferam através da resposta autócrina à Interleucina-2 (IL-2) e 
podem ativar resposta de linfócitos T helper (CD4+) ou citotóxico (CD8+).   
 A principal resposta imune contra leveduras do gênero Cryptococcus ocorre através da 
ativação de linfócitos T helper, já que eles podem mediar a eliminação fúngica através do 
recrutamento de macrófagos e granulócitos. Porém, a ativação de linfócitos T citotóxicos não 
pode ser descartada, visto que já foi relatada a da produção de INF-γ por células CD8+ 
independentemente de células CD4+, o que ajuda a conter o crescimento e sobrevivência de C. 
neoformans (Huffnagle et al. 1991; Lindell et al. 2005).  
 O combate efetivo à infecção por C. neoformans em modelo humano e murino está 




IL-12, ativação de macrófagos e indução da produção de anticorpos por linfócitos B para 
opsonização do patógeno (Miyagi et al. 2005; Blanco & Garcia 2008). Neste tipo de resposta, as 
leveduras são eliminadas pela ativação clássica de macrófagos (Zhang et al. 2009; Murdock et al. 
2014). Também já foi demonstrado que uma resposta Th17, caracterizada pela secreção de IL-
17A, IL-21, IL-22, IL-6, e TGF-β (Korn et al. 2007), é capaz de ativar macrófagos e ajudar na 
proteção do hospedeiro durante a criptococose (Murdock et al. 2014). Por outro lado, a indução 
de uma resposta anti-inflamatória do tipo Th2, a qual é caracterizada pela secreção de IL-4, IL-10 
e IL-13, é capaz de promover a ativação alternativa de macrófagos. Este tipo de ativação está 
relacionado com o crescimento exacerbado de C. neoformans, assim como sua persistência no 
pulmão (Muller et al. 2007). Portanto, um desvio de resposta para o tipo Th2 está normalmente 
associado a formas mais severas da doença (Stenzel et al. 2009; Arora et al. 2011; Jarvis et al. 
2013), o que é reforçado por relatos de que a troca de resposta Th1 para Th2 induz a expressão de 
fatores de virulência em C. neoformans (Osterholzer et al. 2009). Entretanto, um estudo 
demonstrou que apenas uma resposta Th1 e Th17 forte não foi capaz de proteger camundongos 
contra a infecção e disseminação de C. neoformans H99 para o sistema nervoso central (Zhang et 
al. 2009) 
 A efetividade de C. gattii em infectar pacientes imunocompetentes pode estar associada à 
modulação da maturação de células dendríticas. Estas células, como apresentadoras de antígenos, 
são eficazes em internalizar e eliminar células fúngicas de C. gattii. Porém, quando imaturas, as 
células dendríticas falham ao entrar no processo de maturação, não havendo aumento de 
expressão de MHC do tipo II, o que leva a uma resposta de células T diminuída (Huston et al., 
2013). Esta hipótese é reforçada pela observação de um menor nível de linfócitos do tipo Th1 e 
Th17 nos pulmões de camundongos infectados por C. gattii R265 (Angkasekwinai et al. 2014) e 
também níveis reduzidos de neutrófilos em comparação a infecções causadas por C. neoformans 
H99 (Cheng et al. 2009). Recentemente um estudo mostrou que C. gattii JP02 (linhagem 
virulenta isolada no Japão) possui um ou dois grupos O-acetil da molécula de GXM modificados 
em relação aos grupos detectados em GXM de C. neoformans H99. A desacetilação de GXM 
resultou na diminuição da habilidade desta molécula de induzir a secreção de citocinas pró-
inflamatórias de células dendríticas, o que demonstra a importância dos grupos O-acetil de GXM 
no reconhecimento do sistema imune do hospedeiro. Assim, este estudo conclui que linhagens 
altamente virulentas de C. gattii devem possuir modificações estruturais na molécula de GXM 
que dificultam a sua detecção pelo sistema imunológico do hospedeiro, facilitando o processo de 
infecção em pacientes imunocompetentes (Urai et al. 2015). 
 Atualmente, os principais antifúngicos utilizados no tratamento da criptococose são 




e ao aumento do número de cepas resistentes, torna-se necessária a busca por inovações na área 
de estratégias terapêuticas para o tratamento da criptococose (Perfect & Bicanic 2015). Além da 
busca por moléculas com capacidade antifúngica, há um grande interesse na imunoterapia, 
através da utilização de anticorpos monoclonais e citocinas no tratamento da criptococose. O uso 
de citocinas pró-inflamatórias, como IL-12, melhora a resposta do sistema imune contra a 
infecção, e o uso de INF-γ mostrou ser importante para o controle do desenvolvimento da 
criptococose em pacientes HIV positivos (Gullo et al. 2013). A tentativa de tratamento utilizando 
imunização com anticorpos monoclonais contra o principal polissacarídeo da cápsula de 
Cryptococcus, glicosilceramidas, melanina e β-glicanas apresentaram excelentes resultados em 
modelos de infecção experimental (Antachopoulos & Walsh 2012). Além disso, a imunização 
com células dendríticas previamente apresentadas a mutantes acapsulares cap60 de C. gattii 
geraram um aumento no número de células fagocíticas no pulmão e maior produção de IL-17A, 




 As manoproteínas correspondem a aproximadamente 1% da composição da cápsula de 
Cryptococcus (Levitz et al. 2001). Elas possuem algumas características essenciais, como a 
presença de uma região rica nos aminoácidos serina e treonina, local no qual ocorre a  
O-glicosilação, uma âncora de GPI e um peptídeo sinal para secreção (Levitz & Specht 2006). 
Através da âncora de GPI, a manoproteína pode se ligar à membrana plasmática ou à β-1,6-
glicanos da parede celular, sendo que a clivagem da âncora pode levar à exportação da proteína 
(Djordjevic et al. 2005). No genoma de C. neoformans, foram encontrados 40 genes putativos 
codificadores de manoproteínas (Levitz & Specht 2006). Nesta levedura, as manoproteínas se 
encontram principalmente na parte interna da cápsula polissacarídica, próximas da parede celular 
e não associadas à GXM ou GalXM, ou são secretadas para o meio extracelular ( Specht et al. 
2007; Jesus et al. 2010). 
 Vários fungos expressam manoproteínas capazes de elicitar resposta imune no 
hospedeiro, como, por exemplo, C. albicans, Aspergillus fumigatus e Penicillium marneffei  (Cao 
et al. 1998; Martínez et al. 1998; Chong et al. 2004). A capacidade das manoproteínas de 
interagirem com a parede celular fúngica pode contribuir com a patogenicidade dos mesmos, 
como visto para a manoproteína Epa1 de Candida glabrata, capaz de mediar a adesão a células 
epiteliais (Frieman et al. 2002). Diversas manoproteínas de C. neoformans já foram descritas 




respostas imunológicas do tipo Th1 e Th17, essenciais para a defesa do hospedeiro durante o 
desenvolvimento da criptococose (Pitzurra et al. 2000; Pietrella et al. 2001; Pietrella et al. 2002; 
Levitz & Specht 2006). Isso se deve, principalmente, ao fato de que manoproteínas são altamente 
glicosiladas com resíduos de manose, os quais são reconhecidos por receptores de manose em 
células dendríticas, induzindo uma resposta imune mediada por células T (Lam et al. 2005). Este 
fato foi reforçado quando a manoproteína MP98 recombinante e glicosilada de C. neoformans 
mostrou induzir resposta de células T CD4+ mais eficientemente, quando comparada a MP98 
recombinante não glicosilada, mostrando a importância da glicosilação como fator imunogênico 
nas manoproteínas. Neste mesmo trabalho foi demonstrado que a resposta de células T foi 
diminuída quando células dendríticas foram pré-incubadas por inibidores dos receptores de 
manose, o que reforça o papel das mesmas como apresentadoras de antígenos (Specht et al. 
2007). Em outro trabalho, a manoproteína MP88 de C. neoformans também mostrou estar 
envolvida na ativação de células T (Huang et al. 2002). 
 Previamente, foi realizado por nosso grupo de pesquisa uma análise transcricional de C. 
gattii linhagem R265 durante o processo de infecção em camundongos e também em condições 
de privação de micronutrientes, pela ação de quelantes de zinco (TPEN) e cobre (BCS) 
(Schneider et al. 2012; Staats, dados não publicados). Os resultados demonstraram um aumento 
significativo dos níveis de transcritos do gene CNBG4278 durante o processo de infecção em 
relação aos níveis obtidos nas condições de ausência dos micronutrientes (Figura 3). O gene 
CNBG4278 possui 1427 nucleotídeos e codifica uma manoproteína hipotética de 411 
aminoácidos com massa molecular predita de 43 kDa. No genoma de C. gattii existe apenas uma 
cópia deste gene, sendo ele conservado em algumas espécies de fungos, entretanto sem ortólogos 
descritos no genoma de Homo sapiens. Seu ortólogo em C. neoformans, CNAG05595, já teve sua 
proteína e mRNA identificados em vesículas extracelulares (Rodrigues et al. 2008; Peres da Silva 
et al. 2015) e a proteína detectada em seu secretoma (Geddes et al. 2015). CNAG05595 apresenta 
menores níveis de expressão no mutante cap10, incapaz de produzir cápsula polissacarídica 
(Grijpstra 2008). Também foi relatado que CNAG05595 é diferencialmente expresso em 
mutantes de C. neoformans para os genes bck1 e mkk2, ambos envolvidos na expressão de 







Figura 3. Níveis relativos de transcritos que codificam CNBG4278 em condições de interação com o 
hospedeiro e na privação de micronutrientes. RPKM, número de reads mapeados da sequência de 
mRNA codificante da manoproteína dividido pelo tamanho do transcrito, normalizados pelo número total 
de reads da amostra. BAL, lavado brônquio-alveolar. TPEN, quelante de zinco. BCS, quelante de cobre. 
*** p < 0,0001 (Staats, dados não publicados). 
 Além da capacidade imunogênica, algumas manoproteínas de C. neoformans já foram 
descritas como importantes para o processo de infecção por estarem envolvidas no processo de 
adesão em células epiteliais e também na captação de ferro do meio extracelular. A manoproteína 
MP84 de C. neoformans demonstrou estar envolvida no processo de adesão da levedura a células 
epiteliais de pulmão logo no início da infecção, quando a cápsula polissacarídica ainda não foi 
induzida (Teixeira et al. 2014). A manoproteína Cig1 de C. neoformans é secretada para o meio 
extracelular e tem sua expressão aumentada em condições de privação de ferro. Em um estudo de 
Cadieux et al. (2013), a função da manoproteína Cig1 na absorção de componentes hemes para o 
interior da célula foi avaliada. Mutantes cig1Δ, quando incubados em meio rico em componentes 
heme, apresentaram um retardo de crescimento. Para avaliar a contribuição desta manoproteína 
para o crescimento em meios rico nestes componentes, foram construídos mutantes para CIG1 e 
para o gene codificador da ferroxidase CFO1. O mutante cfo1Δ e o duplo mutante cig1Δ cfo1Δ 
não cresceram em meio rico em compostos heme. No entanto, a reinserção de CIG1 ao duplo 
mutante reparou este fenótipo, confirmando o envolvimento desta manoproteína no crescimento 
em meios ricos em heme. Além disso, o duplo mutante cig1Δ cfo1Δ de C. neoformans apresentou 
virulência atenuada quando testado em modelo murino de infecção. Estas propriedades, em 
conjunto com a habilidade de prolongar o tempo de sobrevivência de camundongos infectados 
por C. neoformans após imunização, suportam a utilização das manoproteínas como potenciais 
candidatas à imunoterapia e no desenvolvimento de vacinas contra a criptococose (Mansour et al. 




promissoras, todos os estudos de função, localização e imunogenicidade de manoproteínas 
descritas na literatura atualmente são provenientes de C. neoformans, não havendo nenhuma 









2.1 Objetivo Geral 
 
 Construir mutante de superexpressão para a análise funcional do gene codificador da 
manoproteína CNBG4278 de Cryptococcus gattii.  
 
2.2 Objetivos Específicos 
 
1. Construir vetor de superexpressão de CNBG4278 em C. gattii; 
2. Selecionar genótipos dos transformantes; 




4. MATERIAIS E MÉTODOS  
 
4.1 Linhagens celulares, plasmídeos, meios de cultura e oligonucleotídeos 
 
 A linhagem de C. gattii R265, proveniente do surto infeccioso que ocorreu em Vancouver 
(Canadá, 1999), foi utilizada como tipo selvagem neste estudo, sendo gentilmente doada pelo Dr. 
Wieland Meyer. Esta linhagem foi utilizada na construção de mutantes para o gene CNBG4278. 
Os mutantes nulo (cnbg4278∆) e complementado (cnbg4278∆::CNBG4278) para o gene de 
interesse foram anteriormente construídos por Reuwsaat, J.C.V. (dados não publicados). Para a 
construção do cassete de superexpressão, utilizamos o DNA genômico da linhagem H99 de C. 
neoformans e o cDNA de C. gattii R265. Todas as linhagens foram cultivadas em meio YPD (2% 
glicose, 2% peptona e 1% extrato de levedura e 1,5% (m/v) ágar, quando necessário). Neste 
trabalho, utilizamos o plasmídeo pJAF1, o qual possui marca de seleção para gentamicina (G418) 
em Cryptococcus sp. (Fraser et al. 2003). Para a propagação do cassete de superexpressão, 
células de E. coli TOP10F foram utilizadas. Seu cultivo foi realizado em meio Luria Broth (LB), 
acrescido de 1,5% (m/v) de ágar, quando necessário. Placas de YPD sólido suplementadas G418 
(200 µg/mL) foram utilizadas para a seleção dos mutantes de superexpressão. Os 
oligonucleotídeos utilizados neste trabalho e suas finalidades estão listados na Tabela 1.  
 
4.2 Construção dos mutantes de superexpressão do gene CNBG4278   
 
Para a construção de mutantes de superexpressão, a região codificadora de CNBG4278 de 
C. gattii R265 foi clonada sob a regulação das sequências promotora e terminadora do gene de 
histona H3 de C. neoformans. Para tanto, foram utilizados 3 diferentes conjuntos de primers: 
H3P_F/H3P_R; H3T_F/H3T_R; Exp_F/Exp_R (Tabela 1). A amplificação das regiões promotora 
e terminadora foi realizada utilizando o DNA genômico de C. neoformans H99 como molde; já 
para a amplificação do fragmento codificador, utilizou-se cDNA de C. gatii R265. Após a 
amplificação e purificação dos fragmentos (PureLinkTM Quick Gel Extraction; Invitrogen, 
Alemanha) foi realizada uma reação de PCR com os primers H3P_F e H3T_R, utilizando como 
molde 5 ng dos fragmentos referentes à região promotora e terminadora e 10 ng do fragmento 
correspondente à sequência codificadora. Como resultado, foi gerado um amplicon de 
aproximadamente 2,4 kb. Após a purificação, o fragmento foi clonado no vetor pJAF1, 




kit de clonagem In-Fusion® HD EcoDryTM (Clontech), de acordo com o protocolo do fabricante. 
Para esta reação foram adicionados 100 ng do vetor linearizado e 100 ng do fragmento de 2,4 kb 
em um volume final de 10 µL. O vetor recombinante gerado foi transformado em células de E. 
coli TOP10F. Após a confirmação da construção, células de C. gattii cnbg4278∆ foram 
transformadas via biobalística, de acordo com o protocolo descrito por Toffaletti et al. 1993 e 
selecionadas em meio YPD sólido contendo 200 µg/ml de gentamicina (G418). 
 
4.3 Clivagens e enzimas de restrição 
 
Para a reação de ligação entre o fragmento de interesse e o vetor pJAF1, este foi 
previamente linearizado com a enzima de restrição EcoRI 10 U/µL (ThermoScientific). Nesta 
reação, 2 µL de vetor (1 µg) foi tratado com 1 µL da enzima, 1 µL de tampão 10x e H2O milliQ 
para completar o volume final de 10 µL. Após 1 h 30 min de incubação a 37 °C, a reação foi 
inativada por 15 min a 65 °C.  
 Com a finalidade de confirmar a construção do vetor recombinante pJAF1_CNBG4278 
foram realizadas clivagens com as enzimas de restrição BglII 10 U/µL (Promega) e XhoI 10 
U/µL (Promega). Para ambas as reações utilizamos 0,5 µL da enzima de restrição, 2 µL de 
tampão 10x, 0,2 µL de BSA 1 mg/mL, 0,5 µL de pJAF1_CNBG4278 (1 µg) e H20 milliQ para 
um volume final de reação de 20 µL. As reações foram incubadas por 1 h a 37 °C e inativadas por 
15 min a 65 °C. 
 
4.4 Extração de DNA genômico e plasmidial 
 
 Para a extração de DNA genômico dos transformantes, cada linhagem foi incubada a  
37 °C e 200 rpm em 20 mL de meio YPD líquido. Após 24 h, 10 mL do cultivo foi centrifugado e 
as células foram lavadas 3 vezes com tampão fosfato salino estéril (PBS 1x - 137 mM NaCl, 2,7 
mM KCl, 10 mM Na2HPO4 e 1,8 mM KH2PO4) e submetidas à liofilização por um período entre 
48 e 72 h. O pellet celular liofilizado foi macerado 3 vezes com nitrogênio líquido e adicionado à 
4 mL do tampão de lise (10 mM Tris-HCl pH 7,5; 1mM EDTA; 200 mM NaCl; 2% Triton X-
100; 1% SDS). A suspensão foi agitada e 2 mL de clorofórmio e 1 mL de fenol foram 
adicionados a mesma. Após agitação seguida de centrifugação a 8.000 rpm por 20 min, a fase 
aquosa foi aliquotada (500 µL) em tubos eppendorf de 1,5 mL. O equivalente a 1 volume da 
solução aquosa recuperada foi adicionado de clorofórmio às alíquotas, seguido de centrifugação a 




com 1 V de isopropanol e 0,2 M de NaCl a -20 °C. Após a precipitação, as amostras foram 
centrifugadas por 20 min a 13.000 rpm, o sobrenadante foi retirado e o pellet foi lavado com 200 
µL de etanol 70% gelado. Após a retirada do etanol e secagem, o DNA foi ressuspendido em 
água milliQ e tratado com 50 µg/mL de RNAse por 30 min a 37 °C. 
 Para a extração plasmidial, transformantes positivos de E. coli foram cultivados em 3 mL 
de meio LB com o antibiótico apropriado a 37 °C. Após 16 h de incubação, o cultivo foi 
centrifugado a 14.000 x g por 10 min. O sobrenadante foi descartado e, ao pellet celular, foram 
adicionados 150 µL da solução de lise I gelada (50 mM Glicose; 25 mM Tris-HCl pH 8; 10 mM 
EDTA pH 8). O pellet foi ressuspendido através de agitação vigorosa em vórtex e, em seguida, 
foram adicionados 150 µL da solução de lise II (SDS 0,1% e NaCl 0,2 M). A suspensão foi 
misturada suavemente por inversão do tubo por 5 vezes. Após, 150 µL da solução de lise III (60 
mL acetato de potássio 5 M; 11,5 mL ácido acético glacial - 99,5% de pureza; 28,5 mL H20 
milliQ) foram adicionados e misturados suavemente. As amostras foram então centrifugadas por 
10 min a 14.000 x g e o sobrenadante foi coletado em outro frasco. Foram adicionados 
clorofórmio e fenol em volumes equivalentes a 0,5 do volume de solução aquosa recuperada. 
Após agitação, as alíquotas foram novamente centrifugadas por 10 min a 14.000 x g e o 
sobrenadante aquoso foi coletado em outro frasco. O equivalente a 0,5 do volume da solução 
aquosa recuperada foi adicionado de clorofórmio e fenol às alíquotas, seguido de centrifugação 
por 10 min a 14.000 x g. A fase aquosa foi novamente coletada em outro frasco e as amostras 
foram precipitadas com 2 volumes de etanol absoluto e 0,2 M de NaCl. Após 1 hora de 
precipitação a -20°C, as amostras foram centrifugadas por 30 min a 14.000 x g e posteriormente 
lavadas com etanol 70%. Após a secagem, o pellet plasmidial foi ressuspendido em H2O milliQ.  
 Para a extração plasmidial em maior quantidade, utilizamos o kit PureLinkTM Hi Pure 
Plasmid Midiprep Kit (Invitrogen), seguindo o protocolo do fabricante. O plasmídeo extraído por 
esta técnica foi utilizado para o bombardeamento de cnbg4278∆. 
 
4.5 Extração de RNA 
 
 Para a extração de RNA de células de C. gattii, estas foram cultivadas por 18 h a 30 °C 
em 20 ml de YPD líquido. O cultivo foi centrifugado a 7.000 x g por 10 min e as células foram 
congeladas em nitrogênio líquido, liofilizadas e maceradas. Uma alíquota do macerado foi 
transferida para um tubo contendo 1 mL do reagente TRIzol (Life Technologies). Após a 
homogeneização, o extrato foi centrifugado a 12.000 x g por 10 min a 10 °C. O sobrenadante da 
centrifugação foi retirado e incubado a temperatura ambiente por 5 min. Posteriormente, 0,2 mL 




do tubo por 15 segundos. Após 3 minutos de incubação em temperatura ambiente, a amostra foi 
submetida à centrifugação a 12.000 x g por 15 min, a 10 °C. A fase aquosa foi transferida para 
um novo tubo e o RNA foi precipitado com 0,5 mL de isopropanol a temperatura ambiente por 
30 min. Após este período, a amostra foi centrifugada a 12.000 x g por 10 min a 10 °C e 
posteriormente lavada com etanol 70 %. A amostra foi ressuspendida em água previamente 
tratada com DEPC. Após quantificação, aproximadamente 1 µg de RNA foi tratado com DNAse 
1 U/µL (Thermo Scientific) por 30 min a 37 °C e inativada conforme instruções do fabricante. A 
eficácia do tratamento foi verificada por PCR utilizando os primers Act (Tabela 1). Para síntese 
de cDNA, foi utilizada a enzima tanscriptase reversa (RT) Improm II (Promega) e 0,2 µg de RNA 
previamente tratado com DNAse, conforme instruções do fabricante. A reação foi incubada a 42 
°C por 1 h. 
 
4.6 RT-PCR e Real Time RT-qPCR 
 
 Para análises de Reverse Transcriptase PCR (RT-PCR) e de Real Time Quantitative 
Reverse Transcriptase PCR (Real Time RT-qPCR), o RNA de células de C. gattii R265 e dos 
mutantes foi extraído e cDNA foi sintetizado conforme descrito anteriormente. Para os 
experimentos de RT-PCR, o cDNA de cada linhagem foi utilizado como molde para uma reação 
de PCR utilizando a enzima Taq DNA Polymerase recombinant 5 U/uL (Invitrogen) em um 
volume final de 25 µL, sendo utilizado 0,1 µL de Taq DNA Polymerase (Invitrogen), 2,5 µL do 
tampão apropriado, 2,5 µL dNTP (10 pmol/µL), 1 µL MgCl2 50 mM, 1 µL de cada primer 
(RT4_F e RT4_R - 10 pmol/µL) e H2O milliQ para completar o volume adequado. A reação foi 
realizada em condições cíclicas de temperatura que se iniciam com 95 °C por 5 min, seguido de 
30 ciclo de 95 °C por 5 min, 55 °C por 30 s e 72 °C por 60 s e finalizando com 72 °C por 5 min. 
Para as análises de Real Time RT-qPCR foi utilizado o sistema StepOne Real-Time PCR 
System (Applied Biosystems) em condições cíclicas de temperatura, iniciando com 94 °C por 5 
min, seguido de 40 ciclos de 94 °C por 15 s, 60 °C por 10 s e 72 °C por 15 s e 60 °C por 35 s. Na 
reação foram adicionados: 0,1 µL de Platinum® Taq DNA Polymerase 5 U/uL (Invitrogen); 2 µL 
de tampão 10 x; 0,1 µL de dNTP (5 pmol/µL); 1,2 µL MgSO4 50 mM; 0,2 µL de cada primer (5 
pmol/µl) (RT3_F e RT3_R); 2,0 µL de SYBR® green (diluição 1:100) (Invitrogen), e 2 µL de 
cDNA (10 ng) como molde para um volume final de reação de 20 µL. Todos os experimentos 
foram realizados a partir de três cultivos independentes e cada amostra de cDNA foi analisada em 
triplicada. A análise da melting curve foi realizada no final da reação para confirmar a presença 
de um único produto de PCR. Actina foi utilizada como gene normalizador e a expressão relativa 




por One-way ANOVA, seguida de teste de Tukey. 
  
4.7 Ensaios de caracterização fenotípica 
4.7.1 Avaliação do crescimento a 30 e 37 °C e testes de sensibilidade a 
estressores osmóticos e de parede celular 
 
As linhagens estudadas foram cultivados em meio YPD a 30 °C e 200 rpm. Após 16 h, as 
células foram lavadas em PBS 1x estéril e a densidade celular foi ajustada para 107 células/mL. 
As suspensões celulares foram diluídas em série até a concentração de 102 células/mL. Nos 
ensaios para avaliação do crescimento celular, 3 µL de cada suspensão foram pipetados em meio 
YPD sólido e incubados a 30 e 37 °C por 48 h. Para avaliar a sensibilidade a estresse osmótico, 3 
µL de cada suspensão foram pipetados em meio YPD sólido suplementado com CaCl2 1,5 M e 
com NaCl 1,5 M, enquanto que os testes para a avaliação da integridade da parede celular foram 
realizados em meio YPD sólido suplementado com SDS 0,005%, Calcofluor 300 µg/mL, Congo 
Red 5 mg/mL e 400 mg/mL. As placas foram incubadas a 30 °C por 48 h e fotografadas. 
 
4.7.2 Avaliação da síntese de melanina 
  
 A avaliação da síntese de melanina foi conduzida seguindo a metodologia descrita por 
Baker et al. 2007. Células de C. gattii R265, cnbg4278∆, cnbg4278∆::CNBG4278 e cnbg4278∆-
PH3CNBG4278  19, 38 e 62 foram cultivadas a 30 °C por 80 h em meio mínimo líquido (1 g/L 
asparagina, 0,5 g/L MgSO4·7H2O, 3 g/L KH2PO4, e 3 µM tiamina) acrescido de 1 mM de 
dihidroxi-fenilalanina (L-DOPA), conforme descrito por  Kmetzsch et al. 2011. Após 24, 48 e 80 
h, 1 mL de cada cultivo foi centrifugado por 10 min a 1,000 x g. Os pellets celulares foram 
fotografados para análise visual de pigmentação e os sobrenadantes foram analisados por 
espectroscopia (absorbância 492 nm). Os resultados foram analizados pelo teste estatístico Two-
Way ANOVA.  
  
4.7.3 Indução de cápsula 
 
 A fim de mensurar a cápsula de C. gattii R265, cnbg4278∆, cnbg4278∆::CNBG4278 e 
cnbg4278∆-PH3CNBG4278  19, 38 e 62, estes foram cultivados em 20 mL de YPD líquido a 30 




ressuspendidas em PBS 1x estéril. Um volume referente à densidade celular de 107 células/mL 
foi adicionado a poços de placa de 24 poços contendo Dulbecco's Modified Eagle's medium 
(DMEM) completo. Após 48 h de incubação a 37 °C e 5 % CO2, as células foram centrifugadas a 
6.000 rpm por 2 min, lavadas 3 vezes com PBS 1x estéril e fixadas com paraformaldeído 4 % a 
37 °C por 30 min e guardadas na geladeira. Para a visualização, as células foram coradas com 
tinta nanquim e analisadas no microscópio Axioskop 40 (Zeiss, Alemanha). As imagens foram 
capturadas pela câmera Axiocam MRC (Zeiss, Alemanha) e processadas pelo software analySIS 
(Soft Image System). O tamanho da célula e cápsula foram mensurados utilizando o software 
ImageJ (NIH, http://rbs.info.nih.gov/ij/). O tamanho da cápsula foi definido pela razão entre o 
diâmetro total da célula e o diâmetro do corpo celular. Foram mensuradas 50 células de cada 
linhagem e os resultados foram analisados por One-Way ANOVA.  
 
4.7.4 Avaliação da atividade de fosfolipase 
  
 As linhagens de C. gattii R265, cnbg4278∆, cnbg4278∆::CNBG4278 e cnbg4278∆-
PH3CNBG4278  19, 38 e 62 foram testadas para a produção de fosfolipase através do método 
descrito por Price et al. 1982. Resumidamente, as linhagens foram cultivadas em 20 mL de YPD 
líquido a 30 °C e 200 rpm. Após 18 h, 2 mL do cultivo foram centrifugados, as células foram 
lavadas e ressuspendidas em PBS 1x estéril. A densidade celular foi ajustada para 1x106 
células/mL e 1,5 µL de cada suspensão celular foi aplicado ao meio de cultivo. O meio utilizado 
para o teste foi Sabouraud Dextrose Agar (SDA), acrescido de 1 M de NaCl, 0,005 M de CaCl2 e 
8 % de gema de ovo estéril. Previamente ao preparo do meio, a gema foi centrifugada por 10 min 
a 500 x g e o volume de sobrenadante apropriado foi coletado. O diâmetro da colônia e da zona 
de precipitação foram medidos pelo software ImageJ (NIH, http://rbs.info.nih.gov/ij/) após 96 h 
de incubação à 30 °C. A atividade de fosfolipase (Pz) foi determinada a partir da razão entre os 
diâmetros da colônia (dc) e diâmetro da colônia e sua zona de precipitação (dcp) (Price et al. 
1982; Djordjevic 2010). Se Pz = 1, a atividade é considerada negativa; 1 > Pz > 0,64 a atividade é 
positiva; e Pz < 0,64 a atividade é fortemente positiva (Price et al. 1982). O experimento foi 
realizado em triplicata e os valores utilizados são a média dos valores da triplicata de cada 







4.7.5 Avaliação da atividade de urease 
 
Para a avaliação da atividade de urease realizamos o teste colorimétrico descrito por 
Kwon-Chung et al. 1987. As linhagens de C. neoformans H99, C. gattii R265 e cnbg4278∆, 
cnbg4278∆::CNBG4278 e cnbg4278∆-PH3CNBG4278  19, 38 e 62 foram cultivadas overnight 
em meio YPD. Após duas lavagens com H2O milliQ estéril, 2x107 de cada linhagem foram 
adicionadas a 1 mL do meio 2x Roberts Urea Broth filtrado (66.6 mM ureia; 0.2 g/L extrato de 
levedura; 0.0056 mM vermelho fenol; 2 mM KH2PO4; 2 mM Na2HPO4). As suspensões foram 
incubadas por 6 h a 37 °C. Após este período, as amostras foram centrifugadas (5 min a 6.000 
rpm) e 1 mL do sobrenadante foi recuperado e sua OD(560nm) foi medida. A atividade foi 
considerada positiva quando OD(560nm) > 0.3. Os resultados foram avaliados estatisticamente por 
One-Way ANOVA, utilizando como referência a linhagem R265. 
 
4.8 Ensaio de fagocitose em macrófagos murinos J774.A1 
 
 Os ensaios de fagocitose foram realizados para avaliar a suscetibilidade das linhagens C. 
gattii R265, cnbg4278∆, cnbg4278∆::CNBG4278 e cnbg4278∆-PH3CNBG4278  19, 38 e 62 à 
ação antifúngica de fagócitos. Para este experimento foi utilizada a linhagem J774.A1 de 
macrófagos murinos, as quais foram aderidas em uma densidade de 105 células em placa de 96 
poços contendo DMEM suplementado com 10 % de soro fetal bovino (FBS). Após 18 h de 
incubação a 37 °C e 5 % CO2, o meio foi substituído por suspenções de células fúngicas (106 
células), previamente opsonizadas com o anticorpo anti-GXM 18B7, amplamente utilizado em 
ensaios de fagocitose. As placas foram incubadas por 2 h e 24 h. Após o período de incubação, as 
células não fagocitadas foram removidas através de lavagem com PBS 1x três vezes. A avaliação 
da sobrevivência fúngica foi avaliada através da lise dos macrófagos com água milliQ gelada e 
posterior plaqueamento em YPD sólido. A contagem de unidades formadoras de colônia (CFU) 
foi realizada em triplicata. O experimento foi feito em triplicata para cada linhagem e teste T foi 







Tabela 1. Primers utilizados neste trabalho. 
Primers Sequência Finalidade 
H3P 
H3P_F: 5’-GCGAATTCTGCAGATGAGCTCGGCAGATACGAT-3'   
H3P_R:5’ AGCGGCGGCGGCGAGCATGGTGATAGATGTGTTGTGGT-3' 
Amplificam região 
promotora do gene 
de histona H3 em C. 
neoformans. 
H3T 
H3T_F: 5’ TGCTGGTATCCTCATGTAACAGCTTTTATTAGCTTGG-3'   
H3T_R: 5’-GCCAGTGTGATGGATCTTGTACGCTTGATTGTTCT-3’ 
Amplificam região 
terminadora do gene 
de histona H3 em C. 
neoformans. 
Exp 




CNBG4278 em C. 
gattii. 
Act 
Act_F: 5’-CGGTATCGTCACAAACTGG-3'   
Act_R: 5’-GGAGCCTCGGTAAGAAC-3' 
Amplificam gene da 
actina em C. gattii. 
RT3 
RT3_F: 5’-ACGACTTGAGCAGCATCTAC-3'   
RT3_R: 5’-GGGTGAAGAATACATTGGTG-3' 
Análise dos níveis de 
transcritos de 














5. RESULTADOS  
 
5.1 Construção do cassete de superexpressão 
 
 Para a construção do cassete de superexpressão de CNBG4278, a ORF codificadora do 
gene de interesse foi clonada sob a regulação das regiões promotora e terminadora do gene de 
histona H3 de C. neoformans. Estas três sequências distintas foram amplificadas separadamente, 
utilizando como molde o DNA genômico de C. neoformans H99 (promotor e terminador) e 
cDNA de C. gattii R265 (ORF). Após a purificação dos fragmentos amplificados, estes foram 
associados através de PCR Double Joint (Yu et al. 2004), resultando em um único amplicon de 
aproximadamente 2,4 kb (Figura 4A), o qual foi clonado no plasmídeo pJAF1. O vetor escolhido 
possui 5.827 pb e marca de seleção à ampicilina em E. coli e à gentamicina (G418) em C. gattii 
(Figura 4B).  
  
 
Figura 4. Fragmento de 2,4 kb gerado por PCR Double Joint e mapa do plasmídeo pJAF1. (A) O 
fragmento consiste na região promotora da histona H3 de C. neoformans, região codificadora de 
CNBG4278 de C. gattii e região terminadora da histona H3 de C. neoformans. M, marcador de tamanho 
molecular 1 kb plus DNA ladder. (B) Mapa do vetor pJAF1 utilizado para a clonagem do inserto e 
transformação em C. gattii R265. Em vermelho, região codificadora da marca de resistência a G418. 
A reação de ligação do amplicon ao plasmídeo resultou em um vetor recombinante de 




screening de colônias positivas através da extração plasmidial (Figura 5A) e posterior clivagem 
com as enzimas de restrição XhoI, gerando dois fragmentos (6244 pb e 1975 pb) (Figura 5B). Dos 
quatro possíveis transformantes obtidos, isolamos novamente o plasmídeo recombinante da 
colônia 7. Para assegurar que a construção estava correta, realizamos uma nova clivagem com 




Figura 5. Confirmação da construção de pJAF1_CNBG4278. (A) Os plasmídeos de 10 colônias de  
E. coli TOP10F foram extraídos e migrados em gel de agarose 0,8 %. Pode ser observada menor migração 
dos plasmídeos das colônias 1, 2, 7 e 8, indicando possíveis transformantes. (B) Clivagem dos plasmídeos 
extraídos com XhoI. Apenas as amostras 1, 2, 7 e 8 foram clivadas em fragmentos de tamanho esperado.  
(C) Clivagem do plasmídeo extraído da colônia 7 com BglII e XhoI. A construção foi confirmada pela 
geração de fragmentos de tamanho esperado.  M, marcador de tamanho molecular 1KB plus DNA ladder, 
indicado em pares de base. BglII cliva o vetor em fragmentos de 5922 pb e 2297 pb. XhoI gera fragmentos 
de 6244 pb e 1975 pb. 
 
5.2 Obtenção e confirmação de mutantes cnbg4278∆-PH3CNBG4278   
 
 O vetor pJAF1_CNBG4278 foi transformado em células da linhagem mutante cnbg4278∆ 
pelo método de biobalística, resultando em 125 colônias transformantes capazes de crescer em 
meio seletivo, contendo 200 µg/mL de gentamicina. O screening de transformantes foi realizado 
por PCR de colônia com os primers HP_F e HT_R. Extraímos o RNA total de 6 possíveis 
transformantes e sintetizamos cDNA para a realização de PCR quantitativo em tempo real (Real 




níveis relativos de mRNA de CNBG4278 foram selecionados para os experimentos seguintes 
(cnbg4278∆-PH3CNBG4278  19, 38, 62) (Figura 6). Testes estatísticos não foram aplicados aos 
resultados, pois o experimento não foi realizado em triplicatas biológicas, apenas experimentais. 
  Após a seleção, realizamos um RT-PCR para confirmar todos os mutantes construídos e 
selecionados até o momento. Um RT-PCR para o gene da actina foi utilizado como controle 
(Figura 7). Posteriormente, foi feita uma nova análise por Real Time RT-qPCR para comparar os 
níveis relativos de transcritos de CNBG4278 entre C. gattii R265, mutante nulo (cnbg4278∆), 
mutante complementado (cnbg4278∆::CNBG4278) e mutantes de superexpressão (cnbg4278∆-
PH3CNBG4278  19, 38 e 62). Os resultados confirmaram a construção de todas as linhagens 
mutantes (Figura 8). Uma diferença estatística significativa foi observada nos níveis de mRNA 
relativo de todos os mutantes de superexpressão em relação à linhagem selvagem. 
 
 
Figura 6. Níveis relativos de mRNA de CNBG4278 em mutantes de superexpressão obtidos por 
análise em Real Time RT-qPCR. A quantificação dos níveis de mRNA em cada amostra foi normalizada 
utilizando valores Ct obtidos para o gene da Actina. Os dados mostrados são a média de valores de 






Figura 7. RT-PCR confirmatório. (A) RT-PCR para a amplificação do gene da actina, utilizado como 
controle. (B) RT-PCR com primers RT4. Os primers utilizados promovem a amplificação de um 
fragmento da região codificadora de CNBG4278 de aproximadamente 200 pb. M, marcador de tamanho 
molecular 1KB plus DNA ladder, indicado em pares de base. CN, controle negativo. CP, controle 
positivo. 
 
Figura 8.  Níveis relativos de mRNA de CNBG4278 obtidos por Real Time RT-qPCR. A 
quantificação dos níveis de mRNA em cada amostra foi normalizada utilizando valores Ct obtidos para o 
gene da actina. O experimento foi realizado em triplicata biológica e experimental. Os dados foram 
analisadas por One-Way ANOVA seguida de teste de Tukey. Os asteriscos indicam p<0.001 e as barras 




5.3 Testes Fenotípicos  
 
5.3.1 Crescimento a 30 e 37 °C 
 
 Com a finalidade de verificar a habilidade de crescimento dos mutantes a 30 e 37 °C, 
temperatura corporal do hospedeiro, realizamos um teste utilizando diluições seriadas de 107 a 
102 células/mL (Figura 9). As placas foram fotografadas após 48 h de incubação. Os resultados 
não demonstram diferença de crescimento entre os mutantes e C. gattii R265 nas temperaturas 
avaliadas, o que demonstra que o gene CNBG4278 não interfere no crescimento fúngico nas 
temperaturas testadas.  
 
 
Figura 9. Análise de sensibilidade térmica a 30 e 37 °C dos mutantes de CNBG4278. Foi utilizado  
3 µL de diluições seriadas de 107 a 102 células/mL. As placas foram inclubadas a 30 e 37 °C durante 48 h.  
 
5.3.2 Estresse osmótico e iônico 
 
 O teste para avaliar a suscetibilidade das linhagens a condições de estresse osmótico e 
iônico foi realizado em meios contendo NaCl 1,5 M e CaCl2 1,5 M. As placas foram fotografadas 
após 48 h de incubação a 30 °C. Não há diferença de crescimento entre mutantes e C. gattii R265 
(Figura 10). Portanto, o gene CNBG4278 provavelmente não está envolvido em mecanismos de 





Figura 10. Análise de sensibilidade a estresse osmótico com CaCl2 1,5 M e NaCl 1,5 M. Foi utilizado 3 
µL de diluições seriadas de 107 a 102 células/mL. As placas foram inclubadas a 30 °C durante 48 h. Não 
foi observada diferença de crescimento entre mutantes e C. gattii R265 nas condições testadas. 
 
5.3.3 Integridade da parede celular 
 
 As linhagens selvagem, cnbg4278∆, cnbg4278∆::CNBG4278 e  
cnbg4278∆-PH3CNBG4278  19, 38 e 62 foram cultivadas na presença de diferentes estressores de 
parede celular. Os estressores Congo Red e Calcofluor White são corantes iônicos que interferem 
na construção e resposta a estresse da parede celular através da interação com as cadeias de 
glucanas e quitinas, respectivamente (Ram & Klis 2006; Kopecká & Gabriel 1992; Roncero & 
Duran 1985). Já o Sódio Dodecil Sulfato (SDS) causa dano à parede celular, podendo causar a 
lise de células com defeitos na membrana (Carbó & Pérez-Martín 2010).  
 Os resultados obtidos demonstraram que os mutantes cnbg4278∆, cnbg4278∆-
PH3CNBG4278  19 e 62 apresentam maior dificuldade de crescimento na presença de Congo Red 
5 mg/mL quando comparados às demais linhagens. Além disso, nesta mesma condição, as 
linhagens R265, cnbg4278∆::CNBG4278 e cnbg4278∆-PH3CNBG4278  38 apresentam colônia 
fortemente escurecida quando plaqueadas nas diluições de 107 e 106 células/mL. Quando 
incubados em meio acrescido de SDS 0,005% e Calcofluor White 300 µg/mL não há diferença 






Figura 11. Análise da integridade da parede celular de mutantes de CNBG4278. As linhagens 
estudadas foram submetidas a crescimento com Congo Red 5 mg/mL e 400 µg/mL, SDS 0,005% e 
Calcofluor White 300 µg/mL.  
 
5.3.4 Síntese de melanina 
 
 A indução da síntese de melanina foi realizada em meio mínimo líquido acrescido de L-
DOPA. Os sobrenadantes foram analisados por espectroscopia (absorbância 492 nm) após 24, 48 
e 80 h e o pellet celular foi fotografado para análise visual. Observa-se que a linhagem R265 
apresenta secreção de melanina máxima em 48 h e, após este período, a secreção diminui. A 
linhagem cnbg4278∆-PH3CNBG4278 62 apresenta um padrão bastante semelhante ao da 
linhagem selvagem R265, mas a diminuição da secreção mostra-se mais acentuada após 48 h. As 
demais linhagens analisadas apresentam secreção de melanina diminuída a partir de 48 h, sendo 
que esta diferença é estatisticamente significante quando os valores são comparados aos de R265 
(Figura  12). Não há diferença visual na deposição de melanina na parede celular das linhagens 







Figura 12. Ensaio de melanização em meio líquido. Após 24, 48 e 80 h de cultivo em meio mínimo com 
L-DOPA, a secreção de melanina dos mutantes foi quantificada por espectrofotometria (OD492nm). (A) 
Secreção de melanina de R265, cnbg4278∆ e cnbg4278∆::CNBG4278. (B) Secreção de melanina de 








Figura 13. Pigmentação celular após indução de síntese de melanina. Após 0, 24, 48 e 80 h de 
indução, as células foram centrifugadas e fotografadas para análise visual.  
 
5.3.5 Produção de cápsula  
 
 A fim de avaliar a capacidade das linhagens de produzirem cápsula, foi realizada uma 
indução em meio DMEM e atmosfera de 5% CO2. Após 48 h de indução, as células foram 
fixadas em paraformaldeído 4 % e coradas com tinta nanquim para visualização em microscópio 
óptico (Figura 14). Cinquenta células de cada amostra foram medidas e os resultados 
demonstraram que todas as células foram capazes de induzir cápsula polissacarídica. Foi 
verificada diferença estatística apenas para o mutante de superexpressão 62 em relação a R265. 
Os dados foram analisados por One-Way ANOVA e teste T, usando como referência os valores 





Figura 14. Indução de cápsula das linhagens R265 e mutantes de CNBG4278. A indução foi realizada 
em meio DMEM a 37 °C e 5 % de CO2 por 48 h.  
 
 
Figura 15. Tamanho relativo da cápsula celular após indução de 48h. Os dados foram analisados por 





5.3.6 Atividade de fosfolipase 
 
 A análise da capacidade de produção de fosfolipase pelas linhagens estudadas foi 
realizada em meio acrescido de uma emulsão de gema de ovo na concentração de 8 %. Após  
48 h de incubação, foi possível observar o início da formação de um halo opaco ao redor das 
colônias de todas as linhagens testadas. Após 96 h, verificamos a atividade enzimática da 
fosfolipase (Pz), a qual é medida através da razão entre o diâmetro da colônia (DC) e o diâmetro 
da colônia e sua a zona de precipitação (DCP). Se Pz = 1, a atividade é considerada negativa; 1 > 
Pz > 0,64 a atividade é positiva; e Pz < 0,64 a atividade é fortemente positiva. Os resultados 
demonstraram que todas as linhagens apresentam atividade altamente positiva de fosfolipase, não 
havendo diferença estatística entre os valores de Pz quando os dados foram analisados por One-
Way ANOVA (Tabela 2). Além disso, nenhuma diferença visual pôde ser observada entre as 
linhagens durante o experimento (Figura 16) 
 
 
Tabela 2. Análise da atividade enzimática de fosfolipase nas linhagens R265, cnbg4278∆, 
cnbg4278∆::CNBG4278, cnbg4278∆-PH3CNBG4278  19, 38 e 62. 
Linhagem DC DCP Pz Atividade Enzimática 
R265 3,51 cm 7,42 cm 0,47 Fortemente Positiva 
cnbg4278∆ 3,50 cm 7,03 cm 0,50 Fortemente Positiva 
cnbg4278∆::CNBG4278 3,31 cm 6,53 cm 0,51 Fortemente Positiva 
cnbg4278∆-PH3CNBG4278  19 3,43 cm 6,50 cm 0,53 Fortemente Positiva 
cnbg4278∆-PH3CNBG4278  38 3,10 cm 6,60 cm 0,47 Fortemente Positiva 





Figura 16. Avaliação da atividade de fosfolipase. As linhagens testadas produziram halo opaco ao redor 
da colônia, demonstrando capacidade de produzir fosfolipase. Os valores de Pz indicam que a atividade 
enzimática de fosfolipase é altamente positiva em todas as linhagens testadas.   
 
5.3.7 Atividade de urease 
 
Neste ensaio as linhagens de C. neoformans H99, C. gattii R265 e cnbg4278∆, 
cnbg4278∆::CNBG4278 e  cnbg4278∆-PH3CNBG4278  19, 38 e 62 foram submetidas a um teste 
colorimétrico para avaliação da atividade de urease. Após 6 h de incubação a OD(560nm) foi 
medida e, para valores de OD>0.3, a atividade foi considerada positiva. Não foi possível detectar 
atividade positiva para qualquer linhagem de C. gattii, apenas para a linhagem de C. neoformans 





Figura 17. Ensaio de avaliação da atividade de urease. Os valores foram analisados por One-Way 
ANOVA. Apenas a linhagem de C. neoformans H99 apresentou atividade considerada positiva (OD>0.3). 
 
5.4 Fagocitose em macrófagos murinos J774.A1 
 
 As linhagens em estudo foram submetidas à fagocitose por macrófagos J774.A1. Após  
2 h e 24 h de interação, os macrófagos foram lisados e os fungos internalizados foram 
recuperados e plaqueados para posterior contagem de Unidades Formadoras de Colônia (UFC). 
Os resultados obtidos demonstram uma menor taxa de fagocitose de cnbg4278∆ após 2 h de 







Figura 18. Ensaio de sobrevivência em macrófagos J774.A1 das linhagens R265 e mutantes para o 
gene CNBG4278. (A) UFC após 2 h de interação. (B) UFC após 24 h de interação. Os experimentos 
foram realizados em triplicata biológica e experimental. Os resultados foram estatisticamente avaliados 
por teste T. Os asteriscos indicam diferenças estatísticas significantes em relação aos valores de R265  









 Cerca de 95% dos casos de criptococose ocorrem devido à infecção por C. neoformans 
(Lin 2009). O Rio Grande do Sul é o segundo Estado do Brasil com maior incidência de casos de 
infecção pelas leveduras patogênicas do gênero Cryptococcus, principalmente devido ao alto 
número de pacientes também infectados pelo vírus HIV (SES-CEVS-TABNET). A minoria dos 
casos de criptococose são derivados da infecção por C. gattii. No entanto, há uma clara 
preferência deste patógeno por infectar pacientes imunocompetentes.  
 A resposta imune mediada por células T é essencial para a defesa do hospedeiro durante o 
desenvolvimento da criptococose (Voelz & May 2010). As manoproteínas compõe cerca de 1% 
da cápsula polissacarídica de Cryptococcus sp. e já demonstraram ser capazes de induzir este tipo 
de resposta (Levitz e Specht, 2006). Portanto, estas moléculas, devido à alta imunogenicidade e 
possível envolvimento no processo de infecção, têm sido consideradas promissoras para o 
desenvolvimento de vacinas ou imunoterapias contra a criptococose.  
 O gene CNBG4278 codifica uma manoproteína hipotética em C. gattii. Diversas 
manoproteínas de C. neoformans já demonstraram ação altamente imunogênica, além de 
envolvimento no processo de infecção (Cadieux et al. 2013; Teixeira et al. 2014). Apesar de 
serem moléculas promissoras, ainda não existe nenhum relato na literatura da caracterização de 
manoproteínas provenientes de C. gattii. Este fato, aliado à expressão diferenciada de 
CNBG4278 em situações de interação com o hospedeiro, sugerem que este gene pode ser um 
interessante alvo de estudo. Dessa forma, neste trabalho realizamos a construção de mutantes de 
superexpressão do gene CNBG4278 de C. gattii e a realização de testes fenotípicos com os 
mutantes construídos em conjunto com os mutantes nulo e complementado do mesmo gene, a fim 
de identificar possíveis funções de CNBG4278.  
 A deleção do gene CNBG4278 resultou no mutante cnbg4278∆, o qual apresenta um 
fenótipo mucoide, característica que foi revertida no mutante complementado 
cnbg4278∆::CNBG4278.  Durante a construção dos mutantes de superexpressão, 6 linhagens 
transformadas tiveram seus níveis de mRNA do gene de interesse quantificados. A partir destes 
resultados selecionamos os 3 transformantes que apresentavam maiores níveis relativos do 
transcrito de CNBG4278 para dar continuidade aos experimentos. Dos 3 transformantes 
selecionados, apenas um deles (cnbg4278∆-PH3CNBG4278  38) mostrou uma reversão do 
fenótipo mucoide observado em cnbg4278∆. No entanto, apesar desta observação, decidimos 





 Para a confirmação de todos os mutantes construídos, realizamos as técnicas de RT-PCR 
e Real Time RT-qPCR. Os resultados confirmaram que os mutantes cnbg4278∆-PH3CNBG4278  
19, 38 e 62 possuem o gene de interesse e são capazes de realizar sua transcrição em níveis 
estatisticamente mais elevados do que C. gattii R265 (Figura 7;Figura 8). 
 Realizamos diferentes testes fenotípicos com a finalidade de avaliar a existência de 
possíveis alterações nos principais fatores de virulência de Cryptococcus sp. Os resultados 
demonstraram que não há diferença na taxa de crescimento das leveduras a 37 °C (Figura 9) ou na 
presença de estressores osmóticos (Figura 10). Portanto, CNBG4278 não interfere na 
termotolerância ou na resistência de C. gattii a condições de estresse osmótico.  
 Nos experimentos realizados com estressores de parede celular foi observado um fenótipo 
diferenciado entre os transformantes. As linhagens cnbg4278∆,  
cnbg4278∆-PH3CNBG4278  19 e 62, as quais apresentam colônia com fenótipo mucoide, são 
hipersensíveis a Congo Red na concentração de 5 mg/mL; enquanto as linhagens R265, 
cnbg4278∆::CNBG4278 e cnbg4278∆-PH3CNBG4278  38, cujas colônias revertem o fenótipo 
mucoide de cnbg4278∆, são capazes de crescer no meio, apresentando colônias escurecidas nas 
diluições 107 e 106 células/mL (Figura 11). Congo Red e CalcoFluor White são corantes que 
interagem com as cadeias de glucanas e quitinas, bloqueando as enzimas que conectam estas 
cadeias no processo de montagem da parede celular de fungos. A suscetibilidade aumentada a 
estes compostos está relacionada a defeitos na parede celular de diferentes fungos, incluindo S. 
cerevisiae, C. albicans, C. neoformans entre outros (Ram & Klis 2006). Sendo assim, estes 
resultados indicam que existe algum dano na parede celular das linhagens cnbg4278∆,  
cnbg4278∆-PH3CNBG4278  19 e 62, o qual não deve influenciar tão fortemente sua estabilidade, 
já que não houve diferença fenotípica entre os transformantes quando incubados na presença de 
SDS (0,005%), Calcofluor White (300 µg/mL) ou Congo Red em menor concentração (400 
µg/mL). O fenótipo escurecido apresentado pelas demais colônias em Congo Red (5 mg/mL) 
provavelmente é decorrente da associação entre Congo Red e β-glucanas, as quais estão presentes 
em maior concentração nas diluições de 107 e 106 células/mL.  
 A produção de melanina é um mecanismo de defesa da levedura que permite sua 
sobrevivência em condições desfavoráveis, protegendo as leveduras de agentes oxidantes e luz 
ultravioleta, por exemplo (Eisenman & Casadevall 2012). O teste de melanização realizado em 
meio mínimo contendo L-DOPA (condição sem estressores de parede celular) demonstrou que 
todas as linhagens são capazes de produzir melanina, mas o padrão de produção do composto 
difere de R265 para todos os transformantes (Figura 12).   
 A capacidade de formação de cápsula das linhagens também foi avaliada. Observou-se 




Portanto, a deleção de CNBG4278 não interfere na capacidade da levedura de formar cápsula 
polissacarídica. Em relação à enzima fosfolipase, CNBG4278 não interfere em sua produção. 
Todas as linhagens testadas apresentaram forte atividade enzimática, não havendo diferença 
estatística entre elas (Figura 16).  
 O resultado obtido para o teste da atividade de urease demonstrou que nenhuma linhagem 
de C. gattii apresenta atividade considerada positiva de urease (OD592nm> 0.3) (Figura 17).  
C. neoformans H99 foi a única linhagem com atividade considerada positiva neste ensaio. A 
atividade da urease é um fator de virulência que facilita a transmigração das leveduras ao SNC 
(Osterholzer et al. 2009; Feder et al. 2015). Considerando que C. gattii tende a causar infecções 
mais restritas à região pulmonar justamente por apresentar menor capacidade de transmigração 
para o SNC, o resultado esperado seria uma menor atividade de urease para as linhagens de  
C. gattii quando comparadas a C. neoformans H99. Entretanto, os resultados do teste não 
mostraram apenas menores níveis, mas a ausência da atividade de urease. Sendo assim, testes 
mais sensíveis serão realizados para confirmar este fator. 
 Após serem fagocitadas por macrófagos, as leveduras do gênero Cryptococcus são 
capazes de se replicar dentro do fagossomo (Voelz et al. 2009), sendo este o ambiente ideal para 
as leveduras evitarem seu reconhecimento por células do sistema imune do hospedeiro (Johnston 
& May 2013; Leopold Wager et al. 2016). Em geral, as linhagens que mais se proliferam em 
macrófagos apresentam menor cápsula polissacarídica, maior atividade de lacase e são mais 
resistentes a tratamentos antifúngicos, o que demonstra a importância desta interação nas 
manifestações clínicas (Sabiiti et al. 2014; Leopold Wager et al. 2016). Portanto, para testarmos a 
virulência in vitro das linhagens estudadas, realizamos um teste de sobrevivência em macrófagos 
J774.A1 (Figura 18). O resultado demonstrou que as leveduras cnbg4278∆ foram menos 
fagocitadas em um tempo curto de interação, mas seu nível de fagocitose foi igualado ao de R265 
após 24 horas de interação, indicando que a modulação sobre os macrófagos é efetuada nas 
primeiras horas. Os mutantes de superexpressão apresentaram resultados similares aos da 
linhagem selvagem R265. Para avaliarmos o índice de replicação das linhagens dentro dos 
macrófagos, é necessário realizar a interação em condições diferentes das utilizadas nesse estudo.   
 Apesar dos níveis relativos de CNBG4278 serem bastante elevados nas linhagens de 
superexpressão (Figura 6), isso pode não representar os níveis reais de expressão do gene, já que o 
mRNA produzido pode ser degradado antes do início de sua tradução (Haimovich et al. 2013). 
Além disso, o método de transformação biobalística promove uma inserção aleatória do 
fragmento de interesse ao genoma da levedura. Considerando que regiões codificadoras compõe 
cerca de 85% do genoma de C. neoformans, por exemplo, é possível que o gene de interesse seja 




irregulares (Arras et al. 2015). Os níveis de expressão do gene de interesse também podem ser 
alterados pela ação de elementos moduladores da expressão gênica e também pelo nível de 
compactação da cromatina da região em que o gene foi inserido. Quando inserido em regiões 
mais relaxadas da cromatina ou perto de enhancers, a expressão do gene pode ser intensificada. 
Por outro lado, a transcrição gênica pode ser atenuada devido à ação de elementos isoladores ou à 
inserção do gene em regiões de cromatina mais compactada, dificultando o acesso da maquinaria 
de transcrição celular. Além disso, através do método de biobalística o vetor pode ser inserido no 
genoma em um número de cópias variável.  Sendo assim, os resultados obtidos até o momento 
contribuem para a determinação da função de CNBG4278. Entretanto, experimentos adicionais 
são necessários para sua completa caracterização. O que pode ser afirmado é que a deleção de 
CNBG4278 causou diferenças fenotípicas na levedura em relação à linhagem selvagem, as quais 








• Avaliação da replicação intracelular das linhagens mutantes em macrófagos J774.A1; 
• Quantificação da secreção de GXM ao sobrenadante de cultivo das linhagens mutantes 
para o gene CNBG4278; 
• Avaliação da composição e da estrutura da cápsula polissacarídica das linhagens mutantes 
por cromatografia de troca iônica e microscopia eletrônica de varredura, respectivamente; 
• Determinação do número de cópias do vetor pJAF1_CNBG4278 inseridas ao genoma das 
linhagens de superexpressão por Real Time RT-qPCR; 
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